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1. 背景と目的 
多くの細菌はべん毛を運動させることで遊泳
する。細菌のべん毛の構成部位の一つであるべん
毛フィラメントは、フラジェリンと呼ばれる単一
のタンパク質の重合体から構成され、べん毛形成
時には多量に発現する。Homing endonuclease 
(HEase)とは DNA を切断する制限酵素の一種で、
その認識配列は約 14−40 塩基であり、多様な
HEase が発見されている 1)。Homing endonuclease 
gene (HEG)はイントロン内部、または外部
(free-standing)に存在し、イントロンホーミングと
呼ばれるイントロン転移現象の開始要因であり、
イントロンと HEGには密接な関係性がある 1)。 
本研究室のこれまでの研究より、好熱性
Bacillus sp. Kps3 (Kps3)において、フラジェリンを
コードする遺伝子領域に 2 つのイントロン(イン
トロン a, b)が含まれていること、その下流に
free-standingのHEGが存在することを見出してい
る 2) (Fig. 1)。この 2つのイントロンが自己スプラ
イシングによって、mRNA より除去されること、
スプライシング反応後のフラジェリン遺伝子が
機能的であることも明らかにされている 3), 4)。し
かし、Kps3 由来 HEase の機能については不明な
点が多い。 
 
Fig. 1. Kps3のフラジェリン遺伝子と HEG 
そこで本研究では、Kps3 由来 HEase とフラジ
ェリン遺伝子のイントロンとの関連性を明らか
にすることを目的とした。基質となる DNA と精
製 HEase を in vitro で反応させ、その機能を探る
ことで希少な free-standingのHEGに関する知見を
得た。 
 
2. 理論及び方法 
2-1. Kps3由来 HEase 酵素反応 
基質として用いる DNA は、イントロンを含む
配列と含まない配列を Polymerase chain reaction 
(PCR)法により増幅したものを用いた。またHEase
は、HEG-pET41b(+)が導入されている大腸菌
BL21(DE3)を用いて発現させ、Ni-NTA agarose 
(Qiagen)カラムを用いて精製した。 
各 PCR 産物と精製 HEase とを Reaction buffer 
[10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 180 mM NaCl, 10 mM 
MgCl2, 1 mM DTT]中で 60℃、10 min で反応させ
た。なお、コントロールとして HEase の代りに
Elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 
mM Imidazole)を等量加えたものを用いた。各混合
溶液に 0.5 M EDTA 1 Lを加え、氷上に置くこと
で反応を停止させた。反応後の DNA を濃縮精製
するために EtOH 沈殿処理し、アガロースゲル電
気泳動(AGE)で確認した。 
 
2-2. Kps3由来 HEase の切断部位の決定 
HEase の切断により直鎖状になったプラスミド
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を用いて、T4 DNA Polymerase 処理を行った。Blunt 
end ligation させたものを用いて大腸菌 JM109 を
形質転換した。形質転換体からプラスミドを抽出
し DNA塩基配列を解読した。 
 
2-3. Kps3由来 HEase の認識配列の決定 
2-2 で決定された切断部位の中心から、前後
15 と 11, 10, 9, 8 bp の配列を含む DNA断片をそ
れぞれ作成し、pUC119 に全て同じ向きなるよう
に組み込んだ。各基質となる DNA を PCR 法に
より増幅させ、2-1と同様に HEase酵素反応を行
い、反応産物を AGE で確認した。 
 
3. 結果及び考察 
3-1. Kps3由来 HEase 酵素反応 
 
Fig. 2. HEase酵素反応(AGE) 
 
イントロンを含まない配列を持つ DNA は
HEase により切断された(Fig. 2, lane 2)。一方、イ
ントロンを含む DNAは切断されなかった(Fig. 2, 
lane 3)。また、反応溶液中に EDTA が存在する
と切断産物が確認されなかったことから、この
HEase もまた、これまでに報告されている他の
HEase と同様に金属イオン要求性であることが
分った(Fig. 2, lane 4)。 
 
3-2. Kps3由来 HEase の切断部位の決定 
DNA 塩基配列解析の結果、T4 DNA Polymerase
の 3’→5’ exonuclease活性により 4 bpが消失して
いた。この失われた塩基配列から、HEase の切
断部位を決定した(Fig. 3)。 
 
 
Fig. 3. Kps3由来 HEaseの切断部位 
 
切断部位は、センス鎖において、イントロン b
の挿入部位から下流 5-6塩基の間であった。 
 
3-3. Kps3 由来 HEase の認識配列の決定 
 
Fig. 4. 異なる鎖長での HEase 酵素反応(AGE) 
 
前後 9 bp 以上の認識配列を含む DNA は切断
されたが、8 bpのみの認識配列を有する DNA は
切断されなかった(Fig. 4)。このことから、Kps3
由来 HEaseは切断部位から前後 9 bpを最少の認
識配列とすることが明らかになった。 
 
4. まとめ 
希少な free-standing の HEase の切断部位を決
定し、その認識配列の同定に成功した。 
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